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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest 4'-O-f3-D-glukopiranozylo-4,2’-dihydroksy-3'-[3"-metylobutylo]-6'-
-metoksy-a,-dihydrochalkon, o wzorze 2 przedstawionym na rysunku oraz sposéb otrzymywania 4-O-
-B-D-glukopiranozylo-4,2'-dihydroksy-3'-[3"-metylobutylo]-6-metoksy-«,3-dihydrochalkonu.

Zwigzek ten jest biologicznie czynny i moze mieé zastosowanie w przemysle spozywczym i far-
maceutycznym.

W dostepnej literaturze nie znaleziono doniesien o przedmiotowym zwigzku ani o sposobach jego
otrzymywania.

Glukozylacja flawonoidéw zwieksza ich hydrofilowo$¢, co mozna wykorzystaé podczas produkcji
rozpuszczalnych w wodzie nutraceutykdéw. Zwigzek wedtug wynalazku jest potencjalnym materiatem
wyjsciowym dla dalszych strukturalnych modyfikacji, ktére mogg okazaé sie uzyteczne w produkcji ak-
tywniejszych zwigzkow.

Istotg wynalazku jest 4’-O-f-D-glukopiranozylo-4,2'-dihydroksy-3'-[3"-metylobutylo]-6'-metoksy-
-a,p-dihydrochalkon.

Istotg wynalazku jest takze sposéb otrzymywania tego zwigzku, polegajacy na tym, ze substrat,
ktorym jest 4,2' 4 -trihydroksy-3'-[3"-2-metylobutylo]-6'-metoksy-a, 3-dihydrochalkon, poddaje sie trans-
formacji mikrobiologicznej, w wyniku czego otrzymuje sie 4'-O-p3-D-glukopiranozylo-4,2'-dihydroksy-3'-
-[3"-metylobutylo]-6'-metoksy-«,-dihydrochalkon. Grzyby strzepkowe z gatunku Absidia coerulea
namnaza sie w ptynnym podtozu mikrobiologicznym, przy ciggtym mieszaniu reagentéw, w temperatu-
rze 12—-40°C. Nastepnie do narosnietej hodowli dodaje sie substrat i dalej prowadzi proces, az do cat-
kowitego zuzycia substratu. Po zakonczeniu transformaciji roztwér transformacyjny ekstrahuje sie roz-
puszczalnikiem organicznym niemieszajgcym sie z wodg, oddziela frakcje organiczng, osusza bezwod-
nym siarczanem magnezu, odparowuje rozpuszczalnik i tak otrzymany surowy produkt oczyszcza sie
za pomocg technik chromatograficznych.

Korzystnie jest, gdy grzybem jest Absidia coerulea AM93.

Korzystnie rowniez jest, gdy reakcje prowadzi sie w temperaturze 26°C.

Postepujgc zgodnie z wynalazkiem, w wyniku dziatania uktadu enzymatycznego zawartego w zy-
wych komérkach kultury Absidia coerulea nastepuje reakcja glukozylacji w substracie.

Zasadniczg zaletg wynalazku jest otrzymanie, w tagodnych warunkach 4’-O-p3-D-glukopiranozylo-
-4,2'-dihydroksy-3'-[3"-metylobutylo]-6’-metoksy-a,3-dihydrochalkonu, jako gtéwnego produktu reakcji
w kulturze Absidia coerulea. Wydajnos¢ reakcji osigga poziom ponad 80%.

Wynalazek jest blizej objasniony w przyktadzie wykonania.

Przyktad 1. Do kolby o pojemnosci 300 cm?3, w ktérej znajduje sie 100 cm? sterylnej pozywki
zawierajgcej 3 g glukozy i 1 g aminobaku na 1 dm? wody destylowanej, wprowadza sie grzyby strzep-
kowe Absidia coerulea AM93. Po 6 dniach wzrostu drobnoustrojow w temperaturze 26°C i przy ciagtym
wstrzgsaniu, dodaje sie 15 mg 4,2’,4'-trihydroksy-3'-[3"-metylobutylo]-6'-metoksy-a,-dihydrochalkonu,
o wzorze 1, rozpuszczonego w 1,5 cm® dimetylosulfotlenku. Transformacje prowadzi sie przy ciggtym
wstrzgsaniu przez 10 déb. Po tym czasie hodowle zakwasza sie 1-molowym kwasem chlorowodorowym
do pH 4,5. Nastepnie, uzyskany roztwoér transformacyjny ekstrahuje sie trzykrotnie octanem etylu, osu-
sza bezwodnym siarczanem magnezu i odparowuje rozpuszczalnik. Uzyskuje sie 24,16 mg surowego
ekstraktu, ktéry oczyszcza sie chromatograficznie, uzywajgc jako eluentu mieszanine chloroform : me-
tanol w stosunku objeto$ciowym 1:1. Po oczyszczeniu otrzymuje sie 18,30 mg 4'-O-p-D-glukopirano-
zylo-4,2'-dihydroksy-3'-[3"-metylobutylo]-6'-metoksy-«,3-dihydrochalkonu, o wzorze 2 z wydajno-
$cig 84%.

Uzyskany produkt charakteryzuje sie nastepujgcymi danymi spektralnymi:

"H NMR (600 MHz, aceton-de) 3: 0,92 (3H, d, J = 6,6 Hz, H-4"), 0,93 (3H, d, J = 5,4 Hz, H-5"),
1,35-1,42 (2H, m, H-2"), 1,57 (1H, m, H-3"), 2,58 (1H, m, H-1"a), 2,68 (1H, m, H-1"b), 2,86 (2H, m,
H-B), 3,28 (2H, m, H-o), 3,39 (1H, m, H-4™), 3,54 (2H, m, H-2"", H-3"), 3,60 (1H, m, H-5"), 3,66 (1H, m,
H-6"a), 3,92 (3H, s, C6'-OCH3), 3,94 (1H, m, H-6"b), 5,09 (1H, d, J = 7,2 Hz, H-1™), 6,47 (1H, s, H-5",
6,75 (2H, m, J = 8,3 Hz, H-3, H-5), 7,08 (2H, m, J = 8,3 Hz, H-2, H-6), 14,03 (C2'-OH).

3C NMR (150 MHz, aceton-ds) 5: 20,89 (C-1"), 22,94 (C-5"), 23,04 (C-4"), 28,90 (C-3"), 30,36
(C-p), 38,94 (C-2"), 47,21 (C-w), 56,15 (C6'-OCH3), 62,77 (C-6"), 71,54 (C-4™), 74,60 (C-2"™), 78,32
(3", 78,38 (C-5"), 91,09 (C-5"), 101,43 (C-1"), 106,86 (C-1"), 112,30 (C-3"), 115,99 (C-3, C-5), 130,15
(C-2, C-6), 133,24 (C-1), 156,41 (C-4), 162,02 (C-6"), 162,58 (C-4"), 164.55 (C-2"), 206,50 (C=0).
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Zastrzezenia patentowe

1. 4'-O-B-D-glukopiranozylo-4,2'-dihydroksy-3'-[3"-metylobutylo]-6'-metoksy-o,3-dihydrochal-
kon, o wzorze 2.

2. Sposob otrzymywania 4'-O-p-D-glukopiranozylo-4,2'-dihydroksy-3'-[3"-metylobutylo]-6'-me-
toksy-a,p-dihydrochalkonu, znamienny tym, ze na drodze reakgcji mikrobiologicznej transfor-
magji substratu, ktorym jest 4,2'4'-trihydroksy-3'-[3"-metylobutylo]-6'-metoksy-o, 3-dihydro-
chalkon o wzorze 1, otrzymuje sie w 4'-O-p-D-glukopiranozylo-4,2'-dihydroksy-3'-[3"-metylo-
butylo]-6'-metoksy-o, 3-dihydrochalkon o wzorze 2, w taki sposéb, ze grzyby z gatunku Absidia
coerulea, namnaza sie w ptynnym podtozu mikrobiologicznym, charakterystycznym dla grzy-
béw strzepkowych, przy ciggtym mieszaniu reagentéw, w temperaturze 12—-40°C, po czym po
uptywie od 3 do 7 dni, do naro$nietej hodowli dodaje sie substrat i dalej prowadzi proces, az
do catkowitego zuzycia substratu, po czym po zakonczeniu transformacji roztwér transforma-
cyjny ekstrahuje sie rozpuszczalnikiem organicznym niemieszajgcym sie z wodg, oddziela
frakcje organiczng, odwadnia, odparowuje rozpuszczalnik i tak otrzymany surowy produkt
oczyszcza sie za pomocg technik chromatograficznych, w wyniku czego otrzymuje sie czysty
produkt, ktorym jest 4'-O-3-D-glukopiranozylo-4,2'-dihydroksy-3'-[3"-metylobutylo]-6-metoksy-
-a, B-dinydrochalkon.

3. Sposbéb wedtug zastrz. 2, znamienny tym, ze grzybem jest Absidia coerulea AM93.

4. Sposo6b wedtug zastrz. 2, znamienny tym, ze proces prowadzi sie w temperaturze 26°C.
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